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@ Monoklonate Antikdrper gegen Melanom 

@ Die Erfindung betrifft em Verfahren zur HereteUung von 
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Verfahren hergeiteJIten Antikdrper besnsprucht 



< 

s 



BUNDESOHUCKEREI 02.92 208016/441 12/70 



DE 41 07 154 Al 



Beschreibung 

Die vdrliegende Erfindung betritft em Verfahren zur Gewinnung von humanen AntikArpern, die gegen 
Melanom gerichtet sind, die durch das erfindungsgemafle Verfahren erhaltenen Antikdrper sowie deren Ver- 
5 wendung. 

Melanom, em Tumor der Haut ist ein auBerst aggressiver Tumor. Insbesondere metastasierende Melanome 
sind mit konven tionellen Methoden kaum mehr erf olgretch zu behandeln. Es ist daher ein grofles Bedurfnis, neue 
Therapeutika zu finden, die fur cine Behandlung von Melanomen geeignet sind. 
Dippold et aL (ProcNatLAcadScl USA 77 (1980). 61 14 - 61 18) berichteten uber die Herstellung von murinen 

10 monoldonalen AntikArpern gegen Melanom. Einer der dort offenbarten Antikflrper ist gegen das Gangliosid 
GD3 gerichtet In J^ioL Chem. 262 (1987X 6802 - 6807 sind ebenfalls murine monoklonale Antikflrper gegen 
Melanom beschriebea Diese binden gleichermaBen an GM3 und GM2, aber nicht an GD3. 

1982 berichteten trie et ai (ProcNatLAcadScl USA 79, 5656- 5670) fiber die Herstellung humaner monoklo- 
naler Antikflrper, die mit Melanom reagieren. Die dort offenbarten monoklonalen Antikflrper reagieren mit den 

t3 Gangiiosiden GM2 bzw. GD2. In ProcNatUcaAScl USA 84 (1987), 2416 - 2420 sind ebenfalls humane mono- 
klonale Antikflrper gegen Melanom beschrieben. Diese binden stark an GD3 und GD2 bzw. GM3 und GDI a. In 
Cancer Research 49 (1989), 191 - 196 sind ebenfalls humane monoklonale Antikflrper gegen Melanom beschrie- 
bea Diese binden stark an GM3 und GDI a bzw. GD3 und GDZ Die zur Herstellung dieser monoklonalen 
Antikflrper verwendeten Lymphozyten stammen von Melanom- Patien ten. 

20 Diese in der Uteratur beschriebenen monoklonalen Antikflrper wurden entweder von Melanom-Patienten 
mit oder ohne Immunisierung oder durch und nach Immunisierung von Labortieren erhaltea Derartige Ver- 
suchsansttze zur Gewinnung von auch in vivo gegen Melanom wirksamen Antikorpern weisen jedoch groBe 
Nachteile auf. Murine monoklonale Antikflrper haben den Nachteil, dafi sie vom humanen Immunsystem als 
Fremdproteine erkannt werden und daher Antikflrper gegen diese Fremdproteine gebildet werden. Dies bedeu- 

25 tet daB solcbe monoklonalen Antikflrper schneuer eliminiert werden und damit in ihrer Wirksamkeit einge- 
schrinkt sind. Aber auch bei AntikArpern, die aus Tumor- Patien ten gewonnen wurden, bestehen gro&e Zweifel 
an ihrer Wirksamkeit da gerade bei Turaor-Pauenten die Funktionsfehigkeit des Immunsystems nicht gegeben 
ist Uberdies crkermen die Antikflrper des Standes der Technik bei weitem nicht alle primaren Melanome und 
auch nur einen geringen Anted von Melanom- M eta* tasea 

30 Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es daher, Antikflrper gegen Melanom bereitzustellen. bei denen die 
Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise besehigt sind. 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird gelflst durch Bereitstellung ernes Antikflrpers gegen Melanom, der 
dadurch gekennzeiehnet ist daB er an die GangUoskle GM3 und GD3 bindet im wcsenthchen aber nicht an die 
Ganglioside GM I, GM2, GDIs, GDlb und GD2 bindet wobei die Bindung des Antikflrpers an die Ganglioside 

35 durch Immunfarbung nach dQnnschichtchromatographischer Auftrennung der Ganglioside bestimmt wurde. 

Die erfindungsgemfiBen Antikflrper, bei denen es rich vorzugsweise urn humane Antikflrper handelt sind 
erhfiltlich durch em Verfahren, wobei man ohne vorherige Immunisierung B- Lymphozyten aus einer gesunden 
Person isoliert die isolierten B-Lymphozyten immortaKsiert, Antikflrper aus den immortalisierten B-Lymphozy- 
ten durch immunhistochemische Analyse auf Bindung gegen primares Melanom oder/und Melanom-Metastasen 

40 untersucht, die positiv-reagierenden KJone auswihlt kultiviert und daraus monoklonale Antikflrper gewinnt 

Die Gewinnung von gegen Melanom gerichteten Antikflrpern aus gesunden Personen, die nicht an Melanom 
erkrankt sind, ist vflllig uberraschend. Vorzugsweise wflhlt man als Donor fflr die B-Lymphozyten cine gesunde 
Melanom-Risikoperson aus. Unter eine Meianom-Risikoperson ist z. B, ein Mensch mit einem Sonnenbrandrisi- 
ko zu verstehen, d. h. ein hellhaariger oder hellhautiger Mensch, gegebenenfalls mit Sommersprossen, der zuvor 

43 (besonders bevorzugt Ober einen langeren Zeitraum hmweg) einer intensiven UV-Bestrahlung ausgesetzt war. 
Die Eignung des errmdungsgcm&Ben Verfahrens zur Gewinnung von humanen, gegen Melanom gerichteten und 
auch wirksamen Antikflrpern laBt sich mflglicherweise darauf zuruckftihren, daB anscheinend in jeder Person 
stfindig ZcHen entarten, wodurch Meianorazeflen entsteben, die aber vom kflrpereigenen Immunsystem erfolg- 
reich bekampft werden kflnnen. 

50 Der erste Schritt des erfindungsgemlBen Verfahrens ist die Gewinnung von B-Lymphozyten aus dem Blut 
einer gesunden Person. Eine •gesunde Person' im Sinne der voriiegenden Erfindung ist als Mensch defmiert, der 
kerne Symptome eines Melanoma zeigt Dies kann nach an sich bekannten Methoden erfolgen. AnschlieBend 
erfolgt die Immortafisierung der Lymphozyten, DafQr stehen verschiedene Methoden zur Verfugung. Die 
B-Lymphozyten kflnnen mit Myelomzellen humaner oder muriner Herkunft nach der Methode von Kflhler und 

55 Milstem fusioniert werden. Zur Fusion kflnnen aber auch Heteromyelome verwendet werden. Ebenso ist es 
mflglich, die B-Lymphozyten mittels Epstein-Barr- Virus zu transformierea Wciterhin kann das in der DE-A 
32 45 665 oder das m der EP A 02 56 512 beschriebene Verfahren verwendet werden. Dabei wird mit subzellula- 
ren Vesikeln, die eine transformierende DNA enthalten, fusioniert 
Von den immortalisierten B-Lymphozyten werden diejenigen ausgewflhh, die Antikflrper mit der gewDnsch- 

60 ten ReaktiviUt gegen Melanom produzterea Die Selektion der B-Lymphozyten auf Sekretion von Antikflrpern, 
die gegen Melanom gerichtet und auch gegen Metastasen wirksam sind, erfolgt erMndungsgemlB durch immun- 
histochemische Analyse auf Bindung gegen Melanom-Gewebeschnitte, wobei man primares Melanom oder/und 
Mclanom-Metastasen verwenden kana Vorzugsweise wird die irnmunrustochemische Analyse der Antikflrper 
durch Bindung an Melanom in Gewebeschnitten mittels eines EL ISA-Tests in Anlehnung an die Methode von 

65 Nielsen et aL (Hybridoma 6 (1987), 103-109) untersucht Auf diese Weise positiv ennktelte B-Lymphozyten 
werden ausgewfthh, nach ttb&chen Verfahren gezuehtet und daraus nach dem Fachmann bekannten Methoden 
monoklonale Antikflrper gewonnen. 
Durch das erfindungsgemafle Verfahren ist es mflglich, Antikflrper gegen Melanom zu erhaltea die auch eine 
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sehr hohe Reaktivit&t gegcn Melanom-Metastasen besitzen Somit beinhaltet die vorliegende Erfindung auch 
humane Antikdrper gegcn Melanom, die in Gewebeschnttten auch an mindestens 70% der Melanom-Metasta- 
sen binden. 

Ein erfindungsgem&Ber Antikdrper ist dadurch gekennzeichnet, dafl er an die Ganglioside GM3 und GD3 
bindet, im wesentlichen aber nicht an die Ganglioside GM 1 , GM2, GD 1 a, GDlb und GD2 bindet Dies bedeutet, 
dafl die erfindungsgemaBen Antikdrper an die Ganglioside GM1, GM2, GDI a, GDlb und GD2 mit einer 
Affinit&t von hochstens etwa 5% bezOglich der Affmitat fOr das Gangiiosid GM3 oder das Gangtiosid GD3 
binden. Die Bestimmung der Bindefahigkeit der erfindungsgemaBen Antikdrper an die Ganglioside erfolgt 
durch Immunfarbung nach dflnnschtchtchromatographischer Auftrennung der Ganglioside. Durch dieses Ver- 
fahren ist es auf zuverlassige Weise mflglich zu entscheiden, ob ein spezifisches Gangiiosid an einen Antikdrper 
bindet oder nicht Weniger bevorzugt ist die Bestimmung der Affmitat eines Antikdrpers nach der Methode des 
EUSA-Tests. Bei dieser Methode kdnnen unspeziftsche Bindungen nicht ausgeschlossen werden, so dafl die 
Moglichkeit von faisch-posittven Ergebnissen besteht Diese falsch-positiven Ergebnisse wflrden sich in einer 
geringen Bindungsaf finitat an Ganglioside auBern, bei denen nach dem anderen oben beschriebenen Verfahren 
keine Bindung festzusteUen ist 

Betspiele fur Antikdrper, die mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens gewonnen werden kdnnea sind die 
monoklonalen Antikdrper "ir und AH 18, sekretiert von den Hybridomzelllinien ECACC 9 00 90 703 und 
ECACC 9 00 90 701. Diese Antikdrper sind von der Klasse IgM. 

Oberraschenderweise wurde auch festgestellt, daB erfindungsgemABe Antikdrper nicht nur an Melanom, 
sondern aucb an andere Tumorgewebe. insbesondere Lungen- und Brustkarzinomgewebe binden kdnnen. Ein 
Beispiel hierfUr ist der erfuidungsgemaBe Antikdrper *17". 

Weiterhin beinhaltet die vorliegende Erfindung Derivate von erfindungsgemaBen Antikdrpern die deren 
Bindungsspezifttat besitzen, jedoch Modifikationen in dem nicht far die Antigenbindung wesentlichen Bereich 
aufweisen. Diese Antikdrperderivate kdnnen etwa aus den erfindungsgemaBen Antikdrpern durch Austausch 
einer oder mehrerer konstanter Dom&nen oder/und Verknttpfung mit einem anderen MolekOI erhalten werden. 
So kann z. B. ein Austausch von konstanten Domftnen fur einen Iso type-Switch durchgef Qhrt werden, wo z. B. 
ein Antikdrper der KJasse IgM in einen Antikdrper der KJasae IgG unter Beibehaltung seiner Antigen-Spezifitat 
Qberftthrt werden kann. Dieser r so type-Switch kann durch zeObiologische oder molekularbiologische Methoden 
erfolgen, die dem Fachmann bekannt sind (z. R Rothman P. et aL, MoLCelLBioL 1 0 (1 990), 1672-1 679). 

Der monokbnaie Antikdrper gemafl vorliegender Erfindung kann jedoch auch mit einem anderen MolekOI, 
insbesondere einem Marker oder einem Toxin verknupft werden, wodurch seine diagnostische oder therapeuti* 
sche Verwendbarkeit verandert wird Geeignete Verfahren zur Verknfipfung von Markern (z. B. Enzymen wie 
Peroxidase) oder Toxinen (z. B. Riein, Choleratoxin) mit dem Antikdrper bzw. die radioaktive Markierung sind 
dem Fachmann bekannt 

Ein weiterer Gegenstand der yoriiegenden Erfindung ist die Verwendung eines erfindungsgemaBen Antikdr- 
pers zur Diagnose oder Therapie von Melanom. insbesondere zur passrven und aktiven Immunisierung von 
Melanompatienten. Vorzugsweise verwendet man dabei den von der Zellinie ECACC 9 00 90 703 sekretierten 
Antikdrper *f 7" oder/und den von der Zellinie ECACC 9 00 90 701 sekretierten Antikdrper AH 1 8. 

Da die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenen monoklonalen Antikdrper an lebende Melanom- 
zellen und andere Tumorzellen binden, kdnnen sie auch zur Bekampfung dieser Zellen im Organismus eingesetzt 
werden. Somh beinhaltet die vorliegende Erfindung auch ein Arzneimittel, das aus einem oder mehreren 
erfindungsgemaBen Antikdrpern, gegebenenfalls zusammen mit ublichcn pharmazeutischen Trager-, Hilfs-, 
Full- und Zusatzstoffen besteht Die Verabreichung eines erfindungsgemaBen Arzneimittels ist sowohl zur 
Vorbeugung als auch nach einer Metastasierung eines Tumors, insbesondere eines Melanoms mdglich. Eine zur 
passiven Immunisierung geeignete Dosis der erfindungsgemaBen Antikdrper liegt im Bereich von 1 bis 200 mg, 
wobei diese Dosis gegebenenfalls wiederholt zu verabreichen ist Die monoklonalen Antikdrper kdnnen lokal in 
das Melanom, wie von Irie und Morton (ProcNatUcaiLSci USA 83 (1986), 8694-8698) beschrieben, verab- 
reicht werden. Nach Metastasierung des Melanoms ist jedoch eine, dem Fachmann gelauftge systemische 
Verabreichung bevorzugt Die erfindungsgemaBen Antikdrper werden vorzugsweise alleine therapeutisch ein- 
gesetzt, kdnnen jedoch auch als (Conjugate mit Toxinen, Therapeutika und ahnlichem verwendet werdea 

Da die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren gewonnenen Antikdrper mh Melanomen und Melanom- Me- 
tastasen bindefahig sind, eignen sie sich auch hervorragend zum qualitativen oder quantitativen Nachwcis von 
Melanom* und anderen Tumorzellen im Gewebe. Der Nachweis erfolgt dabei in an sich bekannter Weise durch 
ein immunobgisches Bestimmungsverfahren. Verfahren dieser Art sind dem Fachmann gelAufig und brauchen 
daher hier nicht mehr erifiutert zu werdea Der erfmdungsgemaB gewonnene Antikdrper kann dabei als unmar- 
kierter, markierter oder/und immobilisierter Rezeptor eingesetzt werden. 

Die durch den monoklonalen Antikdrper defmierten Antigene bzw. Epitope kdnnen ebenfalls durch immuno- 
logische Bestimmungsverfahren in KdrperflOssigkeiten nachgewiesen werdea Die erfindungsgemaBen mono- 
klonalen Antikdrper kdnnen dabei als markierter oder/und immobilisierter Rezeptor eingesetzt werdea FOr die 
DurchfQhning des Bestimmungsverfahrens sind viele Varianten bekannt, die alle geeignet sind So kdnnen zwei 
oder drei oder auch mehr Rezeptoren verwendet werden und die Inkubation mit den einzetnen Rezeptoren kann 
in verschiedener Reihenfolge in homogener oder heterogener Phase erfolgen. Ausgewertet wird jeweils eine 
durch Bindung von mindestens zwei Rezeptoren mit der in der Probeldsung nachzuweisenden Substanz erfol- 
gende Signalanderung. Bevorzugt erfolgt die erfindungsgemaBe Bestimmung entweder in homogener Phase, 
z. B. nach dem Prinzip des Agglutinationstests, wobei als Rezeptoren beschichtete Partikel wie z. a Latex-Parti- 
kel oder Erythrozyten verwendet werdea die dun* Bindung mil spezifisch bindefahigen Rezeptoren und der 
nachzuweisenden Zelie vernetzen und dadurch agglutinierea oder in heterogener Phase, bevorzugt als Sand- 
wich-Immunoassay. In jedem Falle werden mindestens zwei Rezeptoren Rj und R2 eingesetzt, von denen einer 
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einen erfmdungsgemlBen monoklonalen Antikdrper (z. B. "17") oder einen in aquivalenter Weise bindefahigen 
Antikdrper oder ein Dcrivat davon enthllt, wahrend der andere Rezeptor eincn anderen erfindungsgemaBen 
Antikdrper (z. B. AH 18) oder einen in aquivalenier Weise bindefahigen Antikdrper oder ein Derivat davon 
enthllt Unter dem Begriff In aquivalenler Weise bindef&higer Antikdrper" werden Antikdrper verstanden, bei 

s denen erne EpitopQberiappung mit dem in Betracht kommenden Antikdrper nachweisbar ist Diese Epitopuber- 
lappung kann mit Hilfe eines kompetitiven Testsystems nachgewiesen werdea Dazu wird z. B. mit Hilfe tines 
Enzym- Immunoassays flberpruft, irrwteweit ein Antikdrper mit dem bekannten Antikdrper um die Bindung an 
ein definierter Substrat bzw. ein spezieflei Epitop konkurriert Dazu inkubiert man eine, das entsprechende 
Substrat enthaltende Losung mit dem erfindungsgemaBen Antikdrper in markierter Form und einem Uberschufi 

to des in Betracht gezogenen Antikdrpers. Durch Immobilisierung der gebildeten Komplexe, Trennung der festen 
von der fhlssigen Phase und Nachweis der gebundenen Markierung in einer der beiden Phaser*, kann dann leicht 
festgestelk werden. inwieweit der in Betracht gezogene Antikdrper den definierten Antikdrper aus der Bindung 
verdrflngen kann. 1st eine Verdrangung von mindesteos 50% bei lO^fachem OberschuB gegeben, so liegt eine 
EpitopQberiappung vor und der entsprechende Antikdrper 1st zum Ensatz f Or das erfmdungsgemafle Verfahren 

is geetgnet 

Bet Inkubation der KdrperflQssigkeit mit den beiden Rezeptoren biiden sich nun Komplexe aus Ri. GangKosid 
und Ra. Die Rezeptoren werden so ausgesucht, dad nur Komplexe, in denen sowohl R t als auch Ra mit dem 
Gangliosid vcrbunden sind, eine Signalanderung ergeben, so dafl auf diese Weise nur solche Ganglbskk erfaBt 
werden, die mit den beiden spezifischen Antikdrpern bindefflhig sind. 
20 Bevorzugt erfolgt die eifindungsge matte Bestimmung ah Sandwich- Immunoassay. Dazu wird Rezeptor R\ 
tmmobilisiert oder rnimobifisierbar gemacht und mit der Probeldsung umgesetzt AnschlieBend wird Rezeptor 

zugegeben. Es biiden sich Komplexe aus dem immobilisienen Rezeptor R|„ dem - 6 — * " 
und Rezeptor R2. 
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25 werdea Dabei wird nach einer Behandhing eines Melanom-Patienten festgestelh, ob die durch die monoklona- 
len Antikdrper erkannten Antigenc in den KdrperflussigkeUen, insbesondere im Serum des Patienten nach einer 
gewissen Zeh auf taucfaen oder versch winden. 

SchlieBlich beinhaltet die vortiegende Erfindung audi ein Verfahren zur Diagnose oder Therapie von Tumo- 
ren, insbesondere von Melanomen, wobei man einen oder ein Gemisch von mehreren erfindungsgemaBen 
30 Antikdrpern, gegebenenfaOs zusammen mit Oblichen pharmazeugischen Trager-. Hilfs-, Full- und Zusatzstoffen, 
vorzugsweise in einer Dosis von 1 bis 200 mg verabreicht 

Die in der Erfindung genannten Zelhnien ECACC 9 00 90 703 und ECACC 9 00 90 701, welche die Antikdrper 
"17" und AH18 sekretieren, wurden am 07. September 1990 bei European Collection of Animal Cell Cultures, 
Porton Down (GB) hinterlegt 
33 Die Erfindung wird durch die folgenden Figuren und Beispiele erl&utert Es zeigen: 
Fig. 1 Reaktivitat des monoklonalen Antikdrpers "17" mrt Melanom, 
Fig. 2 keine Reaktivitat des monoklonalen Antikdrpers "1 V mit normaler Haut 



Beispiel 1 

Selection auf Antikdrper gegen Melanom 



Einer gesunden Person werden 20 bis 200 ml Blut abgenommen und daraus die mononuklearen Zellen isotiert 
AnschlieBend werden diese Zellen nach herkdmmlichen Methoden immortalisiert (Kdhler/MUstein bzw. EBV- 
45 Transformation bzw. D N A-Transf ektion). Nach 2 bis 4 Wochen werden die Kulturuberstinde der immortaiiskr- 
ten Zellen getestet Dazu wird ein EUSA-Test an humanen Gewebeschnitten von Melanom durchgefuhrt Dies 
geschieht in Anlehnung an die Methode von Nielsen et at (Hybridoma 6 (1987), 103 - 109). 

Es werden tiefgefrorene Tumorgewebe in 3 bis 5 um dicke Scheiben geschnitten und auf mit Silan vorbchan- 
delten Deckglaschen aufgebracht Die Gewebeschnitte kdnnen bei -80*C gelagert oder auch gleteh verwendet 
so werdea Dazu werden sie nach Bedarf far 10 Minuten bei -20°C in Aoeton fixiert AnschlieBend lftflt man 
gegebenenfalh das Ace ton abdampfen und taucht danach die Schnitte fur ca, 3 Minuten in PBS (phosphatgepuf- 
ferte Salzldsung). Nach Abtropfen der PBS werden 20 bis 30 ui eines Blockiemngsantikdrpers (Konzentration 
40 ug/ml) aufgebracht Dieser Blockierungsanrikdrper ist das Fab-Fragment eines polyklonalen Schaf-Scrums 
oder eines murinen monoklonalen Antikdrpers gegen humanen Fop. bzw. Fey. Der Blockierungsannkflrper wird 
55 fur 1 bis 2 Stunden oder Gber Nach bei Raumtemperatur bzw. bei 4°C auf den Schnttten inkubiert 

AnschlieBend wird der Schnitt 3x ca. 4 Minuten lang in PBS bei 4* C ge waschen. Dann wird die zu untersuchen- 
de Antikdrperhaltige Losung (d h. die KulturQberstande der immortalisiert en Zellen) aufpipettiert Nach mehr- 
stundiger (Oblicherweise 2-stflndiger) Inkubation bei 4° C wird die Amikorper-hahige Losung durch dreimahges 
ca 4 Minuten dauerndes Waschen in PBS weggespQh. AnschlieBend wird der Schnitt mit dem gl rich en Antikdr- 
per wie bei der Blockierung inkubiert, nur daB diesmal der verwendete monokionale bzw. potyklonale Antikdr- 
per an Peroxidase gekoppelt ist (z.B.2 U/ml> Es wird 1 Stundc bet 4°C inkubiert und anschiieBend, wie oben 
beschrieben, gewascheiL Dann werden die Objekttrager in Substratidsung (z. B. Aminocthylcarbozol in DMSO/ 
Tris HQ 50 mmol/l pH 7,3) in Gegenwart von H2O2 emgetaucht und ca. 4 bis 5 Minuten inkubiert AnschlieBend 
werden die Objekttrager ca. 5 Minuten lang in PBS gewaschen. 

Wenn gewflnscbt kdnnen die Zellkerne in den Gewebeschnitten mit Harnalaun (Merck) 1 : 3 verdunnt in H2O 
gegengefarbt werden. Dazu werden die Objekttrager fur ca. 20 Sekunden in die Harnalaun- Losung eingetaucht 
und anschliefiend in zwei PBS-Badern (je ca. 5 Min.) "geblaut". 
AbschneBend werden die Schnitte mit wflBrigem Einbettmittel (z. B. Glycerin-Gelatin, Fa. Merck oder Krystal 
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Mount, Fa. Biomeda Corp, Foster City, CA) zur Lagerung Qbcrschichtct 

Zellinien, welche die gewQnschten Antikdrper produzieren, werden expandiert, gesichert und kloniert Die 
erhaltenen KJone werden ebenfalls, wie oben beschrieben, analysiert Die Klone, welche die gewQnschten 
Antikdrper produzieTen, werden weitergezOchtel und/oder zur Sicherheit weggefroren und in flussigem Stick- 

stofT gelagert 5 
Durch dieses Verfahren konn ten die erfi ndungsgemflBen Antikdrper "17" und AH 1 8 erhalten werden. 

Beispiel 2 

Antikorpcr-Spezifitatstest 10 

Um die SpezifiUt der gemflB Beispiel 1 aus den immortalisierten Zellinien gewonnenen humanen monoklona- 
len Antikdrpern zu ermitlem, wurde ein Test zur Bindung an prim ares Md axiom und an Melanom-Metastasen 
durchgefuhrt Die DurchfQhrung des Tests erfoigte wie m Beispiel 1 beschrieben. Dabei wurden out den 
erfindungsgem&Ben Antikdrpern "17* und AH1 8 die folgenden Ergebnisse erhalten. 15 

Tabelle 1 

hununer Reaktivits t mit 

monoklonaler Nivi Primfires Melanom Metastase 20 
Antikdrper (Zahl posinv/Zahl getesiet) 

•17" 28/29 48/52(90%) 54/54(100%) 

AH18 23/26 48/54(90%) 43/51(80%) 25 

Beispiel 3 

3.1 Bindef flhigkeit des Antikdrpers an normales Gewebe 

30 

Der gem&B Beispiel 1 gewonnene monoklonale Antikdrper *1 T wurde auf seme Bindeffthigkeit mh normalen 
Geweben getestet Die Testdurchfuhrung war wie in Beispiel 1. 

Der Antikdrper wurde auf Reaktivitftt gegen Gewebe aus Gehirn (Cortex, Pons, Thalamus, Corpus amygda- 
loideum), Retina, Haut (Keratinozyten, Melanozytea, Langerhans-Zellen, Endothelial-Zellen, glatte Muskulatur, 
SchweiBdrusen, NervenfasernX Muskel, Brust, Uterus, Harnbiase, Gallenblase, Milz, Niere, Nebenniere, Lunge, 35 
Parous, Darm, Erythrocyten (4 kommerzielk Testproben und 300 Blut-Donoren) und NebenschilddrQse gete- 
stet Es wurde keine Reaktion des erfindungsgemaflen Antikdrpers mit den obigen Gewebearten gefunden. 

Die Fig. 1 und 2 zeigen die Reaktion des humanen monokionalen Antikdrpers 17 mit einem Gefrierschnitt von 
prim&rem Melanom (Fig. 1) bzw. mit normaler Haut (Fig. 2> Ein Vergleich der beiden Figuren zeigt daB etne 
Bindung (gekennzeichnet durch Braun- bzw. Dunkelfarbung) des Antikdrpers an den Gewebeschnitt nur in 40 
Fig. 1 zu beobachten ist 

12 BindefaJiigkeit der Antikdrper an andere Tumore 

Um die wehere Spezifit&t der gemafl Beispiel 1 aus den immortalisierten Zellinien gewonnenen humanen 45 
monokionalen Antikdrpern zu bestimmen, wurden weitere Tests an Tumorgeweben durchgefuhrt Die Durch- 
funning des Tests erfoigte wie im Beispiel 1 beschrieben. Dabei wurden mit den erfmdungsgem&fien Antikdr- 
pern die folgenden Ergebnisse erhalten: 

Tabelle 2 so 

Tumor Reaktivitat mit *VT bzw. AH 18 

Zahl positive/Zahl getestete 

Lungenkarzinom 10719 55 
Brustkarzinoxn 4/9 

Beispiel 4 

Die Reaktivit&t der monokionalen Antikdrper gegen gereinigte Ganglioside wurde weiterhin m einem Im* « 
munoblot nach Dunnschichtchromatographie der Ganglioside untersucht 

DafOr wurden die Ganglioside GM3, GM2 und GDI a von Boehringer Mannheim GD2 und GD3 von Biocarb, 
Schwedn, GM1 von Fidia, Italien und GDlb von Paflmann, Munchen verwandt Die DOnnschichtplatten HPTLC 
Alu Kieselgel 60 F254 wurden von Merck bezogen. Das Laufmittd fur die Ganglioside besUnd aus Chloroform: 
MethanoliHaO (0.02% CaCfc • 2 HjO) 60 : 40 : 9. Als Fixiermittel fur die Dunnschichtplatten wurde Poryisobutyl- 65 
acrylat (high molecular weight), Aidrich Chemicals, als 0J %-Ldsung in Hexan etngesetzt 
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DurchfOhrung 

Die Prozcdur und Modifikationen davon sind dcm Fachmann gelaufig und wcrdcn hicr nur bcispiclhaft 
wiedergegeben. 

5 

Probenauftrag 

Es werden 5 ul einer 1 mg/ml Lftsung der Ganglioside aufgetragen. Als LOsungsmittel wurde das oben 
genannte Laufmittel vcrwcndet Die Proben wurden z. B. mit einer Hamihon-Spritze auf einem ca. 5 mm breiten 
to Streifen auf der DQnnschkhtplatte sukzessive aufgetragen; man l&Bt dazwischen immer wieder gut antrocknen, 
damit der Strich mdglichst dunn bleibt Zum SchluB wird die Dunnschichtplatte nochmals gut mh einem F6hn 
getrockoet Die Platte wird in erne mit Laufmittel gesattigte Kammer gegeben und man inkubiert bis das 
Laufmittel etwa 80% der Platte angefeuchtet hat AnschlieBend wird die Platte entnommen und man l&Bt ste 
trocknen, 

ts Dann wird die Platte in 0.1 %iger Polyisobutylacrylat-Losung fOr etwa 1 Min geschwenkt 
Man l&Bt die Platte wiederum trocknen. 

Zwecks Blockierung wird die Platte mitteb einer Pipette mit einer 1% RS A/PBS (Rinder Serumalbumin, 
Bochringer Mannheim) LAsung bedeckt (kerne Luftblasen lassen!) und ca. 30 Min bei Rauratemperatur stehen 
gelasaea Danach wird die Blockierungslosung abgegossen. 

20 AnschlieBend wird 2x mit PBS gewaschen. Dazu wird die Platte in einer Schale mit PBS untergetaucht und ca. 
je 2 Min stehen gelassen. PBS wurde dazwischen abgesaugt (PBS nie direkt auf die Platte gebcn; nicht schottebi; 
Platte nicht austrocknen lassen). 

Danach wird die Platte mit MAK-hal tiger LOsung (z. R 1 - 1 0 \ig/m\ MAK) uberschichtet und fur 1 Stunde bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. 

25 AnschlieBend wird 5x mit PBS gewaschen (wie oben beschrieben). Dann wird die Platte mit Konjugat 
(polyklonales, Peroxidase-markiertes Schaf-Fab-Fragment gegen humanes Feu, Konzentration wie beim Gewe- 
betest Betspiel 1) Qberschichtet und fur z, & 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert AnschlieBend wird 6x mit 
PBS (wie oben beschrieben) gewaschen. Dann wird Substrat zugegeben und die Platte wfthrend der Entwtcklung 
leicht geschwenkt 

30 Als Substrat kommt z. R in Frage TMB/DONS (Tetramethylbenzidin (TMB) 12 mg + Dioctylnatriumsulfo- 
succinat (DONS) 40 mg in 10 ml Methanol (bei 37°C) lOsen und mit 10 ml Zitronensfiure/Phosphat-Puffer pH 5.0 
(25 ml 0.1 M Zitronensaure, Merck +28 ml 02 M Na2HP04-2 H2O, Merck, auf 100 ml) und mit lOul H2O2 
(30%) mischenX Es wird solange entwickelt. wie die Negativkontrolle nicht geffirbt wird; dann wird mehrmals 
mh H2O dest gewaschen. Die Platte wird lichtgeschOtzt getrocknet (falls Entwicklung mh TMB/DONS stattfin- 
35 det,sofortphotographieren t dadieFarbungau8b!eicht). 

Ffihrt man mit MAK 17 bzw. mit MAK AH 18 die oben beschriebene Prozedur durch, so erhalt man die in 
Tabelle 4 gezeigten Ergebnisse. Die MAKs 17 und AH 18 reagieren mit GM 3 und GD 3, nicht aber mit GM 1, 
GM 2, GD la, GD lb und GD 2. 
Zur Kontrolle wurden die Ganglioside m einem Parallelversuch durch Anfarbung mit Resorcin sichtbar 
40 gemacht Dazu wird die Platte mit Resorcin-Losung (Resorcin von Merck, 400 ml + 100 ml HjO + 5 ml H2SO4) 
eingesprflht und fOr etwa 10 Min im Trockenschrank bei 1 10° C entwickelt 

Diese Kontrolle zeigt, dafl von alien Gangliosiden gleiche Mengen auf die Dttnnschicht-Platte aufgetragen 
wurden. 

45 Tabelle 3 

Nachweis der Ganglioside nach DQnnschichtchromatographie 
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Resorcin MAK'l 7" bzw. MAK. AH1 8 



GM1 + 

GM2 + 

GM3 + 

55 GDI a + 

GDlb + 

GD2 + 

GD3 + 



60 Nachweis der Ganglioside nach DQnnschichtchromatographie 

■ 

Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, dafl die crfmdungsgemiflen Antikorper nur mit bestimmten Gangliosiden 
reagieren. Von den getesteten Gangliosiden zeigen GM3 und GD3 positive Signale. Es wird keine nennenswerte 
ReaktiviUt ( 5 5%) mit den Gangliosiden GM1, GM2, GDla. GD2 und GDI b gefundea 

65 

Beispiel 5 

Reaktivitat der Antikdrper mh Zellinien Zellen der zu untersuchenden Zellinien werden Ober Nacht in 
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Terasaki- Plat ten (erfaalten von Fa. Greiner) qczQchtet Der ICuIturflberstand wird von den adharenten Zellcn 
cntfcrnt und durch die zu untersuchendc Antikdrperldsung ersetzt Nach einer 1- bis 2stiindigen inkubation wird 
die Antikfirper-Losung entfernt der Zellrasen mehrmals gewaschen und der an die Zellen gebundene monoklo- 
nale Antikdrper nachgewiesen. Dazu wurden nach dem Waschen mit PBS 100 pi Peroxidase-markierter Schaf- 
Anti-Human-Lcichte-Kettt-Antikdrper zugegeben und wiedemm far 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert Nach erneutem Waschen wurdc die Enzymreaktion mit Peroxidasesubstrat (ABTS*) genartet Nach 
10 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur wurdc die Extinktion bei 406 nm in einem Photometer bestimmt 
Alternativ dazu kann auch ein Peroxidasesubstrat wie Aminoethyicarbazol zugegeben werden und nach Beendi- 
gung der Reaktion der braunliche Niederschlag an bzw. auf den Zellen minds eines Mikroskops ausgewertet 
werden. 

A us dem in Tabelle 3 dargesteDten Ergebnis geht hervor, daB der Antikorper 17 mh Melanom SK-MEL 28 
Zellen (ATCC HTB 72) reagieren. wahrend keine Reaktion mit humanen Vorhautfibroblasten gefunden wird 
(die nach bekannten Verfahren selbst isoliert wurden^ Der Antikorper 17 zeigt weiterhin Reaktion mit Insuli- 
nom-Zellen RIN (erhahen von Dr. Eisenbart, Josslm Diabetes Center, Boston, Mass. 02 215) und der Neurobla- 
stom-Zdlen IMR32 (ATCC CCL I 27). 

Tabelle 4 



Antikorper Antikorper- Reaktrvitat gegen verschiedene ZeUinien 

SKMEL28 RIN IMR32 humane Vortwut- 

(McUnom) (Insufinom) (NcurobUstom) Fibroblasten 



•ir + + + + 



Patentanspriichc 

1. Antikdrper gegen Melanom, dadurch gekennzeichnet, dafl er an die Ganglioside GM3 und GD3 bindet 
im wesentlichen aber nicht an die Ganglioside GM1, GM2, GDla, GDlb und GD2 bindet, wobei die 
Bindung des Antikdrpers an die Ganglioside durch Immunfarbung nach dOnnschicht-chromatographischer 
Auftrennung der Ganglioside bestimmt wurde. 

2. Antikdrper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB er ein human er Antikorper ist 

3. Antik5rper nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Antikdrper der Klasse IgM ist 

4. Antikdrper nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl er auch an mindestens 70% 
der Melanom-Metastasen bindet 

5. Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich an Lungenkarzi- 
nome oder/und Brustkarzinome binder kann. 

6. Antikdrper ir, sekretiert von der Hybridomzellinie ECACC 9 00 90 703. 

7. Antikdrper AHlS, sekretiert von der Hybridomzellinie ECACC 9 00 90 701. 

a Verfahren zur Herstcllung von gegen Melanom gerichte ten Antikdrpern nach einem der AnsprOche 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet daB man ohne vorherige Immunisierung B-Lymphozyien aus einer gesunden 
Person isoliert, die isoHerten B-Lymphozyten immorUlisiert Antikdrper aus den immortalisierten B-Lymp- 
hozyten durch immunhistochemische Analyse auf Bindung gegen prim&res Melanom oder/und Melanom- 
Metastasen untersucht die positiv reagierenden B-Lymphozyten- Klone ausw&hlt kuhiviert und daraus 
monoklonaie Antikdrper gewinnt 

9. Verfahren nach Anspruch 8> dadurch gekennzeichnet daB man als B-Lymphozyten- Donor eine gesunde 
Melanom- Risikoperson auswfihlt 

ia Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet daB man die lmrnortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Fusion mit Myelom- Zellen humaner oder muriner Herkunft oder mit Heteromyelomen 
durchfQhrt 

1 1. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet daB man die lmrnortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Transformation mit Epstein-Barr- Virus durchfohrt 

1 2. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die lmrnortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Fusionierung mit subzeHuiflren Vesikeln, die eine transformkrende DNA enthaJten durch- 
ftthrt 

11 Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB man die immunhistochemi- 
sche Analyse der Antikdrper durch Bindung an Melanom in Gewebeschnitten mittels eines ELISA-Tests 
durchfQhrt 

14. Derivat eines Antikdrpers nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB es dieselbe 
Bindungsspezifitit wie ein Antikdrper nach einem der AnsprOche 1 bis 7 besitzt und sich von dem Antikdr- 
per 

1) durch Austausch von nicht fQr die Bindungaspezifitat des Antikdrpers verantwortlichen Domanen 
unterscheidet oder/und 

2) mit einem anderen Molekfll verknQpft ist 

15. Verwendung eines Antikdrpers oder Antikdrperderrvats nach einem der AnsprOche 1 bis 7 oder 14 zur 
Diagnose oder Therapie von Tumoren, insbesondere Meknomen. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, worm man den von der Zeffinie ECACC 9 00 90 703 sekretierten 
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Antikorper 1 V odcr/und den von dcr Zellinie ECACC 9 00 90 701 sekretierten Aniikdrpcr AH 1 8 cinsctzt 

17. Arzneimittei, dadurch gekennzeichnet, daB es aus einem oder mehreren Antikorpern oder Antikdrper- 
derivaten nach einem der AnsprQche 1 bis 7 oder 14, gegebenenf alls zusammen mit flbbchen pharaazeuu- 
schen Trftger-, Hilfs-, FQU- und Zusatzstof f en besteht 

18. Verfahren zur Diagnose oder Ther&pie von Tumoren, insbesondere Melanomen, dadurch gekennzeich- 
net, daB man einen oder mehrere Antikorper oder Anttkdrperderivate nach einem der AnsprOche 1 bis 7 
oder 14, gegebenenfalls zusammen nrit ObUchen pharmazeutischen Triger-, Hilfc-, P0U- und Zusatzstoffen 
verabreicht 
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Fig. 1: Der h MAX 17 reagiert stark mit einem primaxen 
Melanom ( Ge frier schnitt ) ? Brklarung *• Beispiele 1 bis 3. 




Fig. 2i Keine Reaktion des h MAKs 17 mit normaler Haut 
(Gefrierschnitt) ; Erklarung eiehe Beispiele 1 bis 3 
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